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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<g) Verfahren zur enzymatisch-elektrochemischen Bestimmung von Substraten NAD+- und NAD(P) + -abhangiger 
Dehydrogenasen 

(§7) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Sensor zur 
Bestimmung von Substraten NAD + - und NAD(P)+-abhangi- 
ger Dehydrogenasen. 

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daS ein AnaJyt 
mit einer Dehydrogenase in Gegenwart von Saiicylathydrox- 
ylase umgesetzt wird und die Bildung oder der Verbrauch 
von NADH Oder NADPH als anodisches Stromsignal bei 
niedrigem Potential an einer Elektrode oder eine Anzeige mit 
einer einfachen Ciark-0 2 - Elektrode gestattet. 
Anwendungsgebiete der Erfindung liegen in der pharmazeu- 
tischen Analytik, der Lebensmitteiindustrie und der Lebens- 
mitteianalytik. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Sensor zur Bestimmung von Substraten NAD + - und NAD(P) + 
abhangiger Dehydrogenases Anwendungsgebiete der Erfindung liegen in der pharmazeutischen Analytik, der 
5 Lebensmittelindustrie und der Lebensmittelanalytik. 

Die enzymatische Analytik basiert auf der biokataiytischen Umsetzung der zu bestimmenden Stibstanz unter 
Beteiligung eines gut meBbaren Reaktionspartners. 

Die eingesetzten Enzyme fuhren dabei zu einer hoben Geschwindigkeit der Anaiytumsetzung auf Grand ihrer 
Funktion ais Biokatalysator, so daB die Anaiysenzeit verkurzt werden kann. Weiterhin erlaubt haufig die 
xo Substratspezifitat der Enzyme die Analytbestimmung in komplex zusammengesetzten Medien ohne erne vorhe- 
rige Abtrennung von ublicherweise interferierenden Probebestandteilen. Vor allem diese Aspekte haben dazu 
gefuhrt, daB Enzyme in groBem Umfang in der klinischen Diagnostik und Lebensmittelanalytik eingesetzt 
werden. 

Unter den Enzymen, die in der Analytik eingesetzt werden, dominieren die Dehydrogenasen und die Oxkiasen 
15 bei der Bestimmung von Stoffwechselprodukten wie Glucose, Lactat, Glycerol, Cholesterol Hydrolasen und 
Transferasen spielen dagegen eine untergeordnete Rolle. Allein bei den Dehydrogenase^ die ihre Substrate 
unter Beteiligung des Cosubstrates NAD(P) + bzw. NAD(P)H durch Redoxreaktionen umsetzen, sind mehr als 
250 verschiedene Enzyme in der Enzymnomenklatur enthaken. Oxidases die Sauerstoff als Oxidationsmittel 
besitzen, wurden fur mehr als 30 verschiedene Substanzeia beschrieben. 
20 Bei Verwendung von Dehydrogenasen liegt das Gleichgewicht fur die Substratumsetzung durch NAD(P)H 
(wegen des negativen Redoxpotentials) fur die meisten Systeme auf der Seite der reduzierten Analyte. Fur die 
Quantifizierung der Analytkonzentration wird dann <die Abnahme der UV- Absorption des Cosubstrates 
NAD(P)H spektrophotometrisch ausgewertet. Dabei erfolgt eine relativ kleine Anderung eines groBen Aus- 
gangswertes. Fur die Messung der reduzierten Subsrate ist haufig das Abfangen eines Reaktionsprodukts 
25 erforderlich, um einen vollstandigen Umsatz zu erreichem. Hier wird die Zunahme der Absorption von N AD(P)H 
ausgewertet. 

Die Anzeige des Sauerstoffverbrauchs in enzymkatalysierten Reaktionen ist mit der von Clark entwickelten 
membranbedeckten Sauerstoffelektrode und einem MeBverstarker im Vergleich zur optiscben NAD(P)H-Mes- 
sung mit einfachen Apparaturen mogiich. 

30 Die Messung des Sauerstoffverbrauchs bzw. der H 2 02-Bfldung ist aber auf die verfugbaren Oxidasen be- 
schrankt und wird vor allem zur Bestimmung von Glucose, Lactat, Harnsaure, verschiedenen Aminosauren und 
Ethanol erfoigreich genutzL Dagegen ist fur andere wkhtige Analyte, fur deren Umsetzung keine Oxidasen 
verfugbar sind, dieses attraktive MeBverfahren nicbt direkt anwendbar. Deshalb wird die elektrochemische 
Messung von NAD(P)H, das bei der Anaiytumsetzung entsteht, mit Hilfe von Redoxmediatoren, z. B. Methyl- 

35 blau oder Nflblau, durchgefuhrt 

Aus EP 0 054 146 ist ein Verfahren zum Nachweis von NAD(P)H oder von Salicyiat bekannt, wonach in einer 
NADH(P)H-abhangigen Reaktion Salicyiat durch Salicy lathydroxylase decarboxiliert wird, aus dem Produkt in 
Gegenwart von Tyrosinase durch oxidative Kupplung mit einer geeigneten Farbstoffkomponente ein Farbstoff 
gebiidet wird, der photometrisch bestimmt wird. 

40 Der Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, daB die MeBproben in der Regel durch Filterung oder andere 
Verfahren vorbehandelt werden mussen. AuBerdem muB das teure Cosubstrat NADP+ im OberschuB zugesetzt 
werden und zur Auswertung ist ein ebenfalls teures Spektralphotometer erforderlich. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde ein empfindliches, kostengunstiges und schneUes Verfahren 
zur enzymatisch-elektrochemischen Bestimmung von Substraten NAD + - und NAD(P) + abhangiger Dehydro- 

45 genasen zu entwickeln. 

Die Erfindung wird gemaB der Anspruche realisiert 

Die Erfindung beruht auf der Kopplung des Reaktionsprinzips, nach dem die Bildung von NAD(P)H in einen 
Verbrauch von Sauerstoff und die Erzeugung von Brenzcatechin enzymatisch transformiert wird, mit einer 
einfachen elektrochemischen Anzeige. 
50 Das Enzym Salicylathydroxylase (EC 1, 14.13.1) benutzt NADH oder NADPH und Sauerstoff als Cosubstrate 
fur die oxidative Decarboxyiierung von Salizykaure zu Brenzcatechin. Da das Gleichgewicht nahezu vollstandig 
auf Seite der Reaktionsprodukte liegt erfolgt in dieser Reaktion eine quantitative Umwandlung des NAD(P)H 
zu NAD(P) unter Verbrauch einer aquimolaren Menge an Sauerstoff. Damit wird die oxtdierte Form des 
Cosubstrats fur eine vorgeschaltete Dehydrogenasereakdon regeneriert, wobei die Anaiytumsetzung zur Bil- 
55 dung des oxidierten Produkts verschoben wurde. 

GemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren wird ein Analyt mit einer Dehydrogenase in Gegenwart von 
Salicylathydroxylase umgesetzt und die Bildung oder tier Verbrauch von NADH und NADPH wird als ein 
quantitative Stromsignal bei niedrigem Potential an einer Elektrode angezeigt 

Die analytumsetzende Dehydrogenase und die Salicylathydroxylase werden der MeBldsung entweder in 
60 geloster Form zugesetzt und/oder in einer oder mehrereia dunnen Schichten vor der Elektrode angebracht 

Beide Enzyme werden bevorzugt in einer Konzentradon von 1—5 U/ml (in Idslicher Form} bzw. einer 
Beladung von 03—5 U/cm 2 (bei ImmobOisierung in einer Membran) verwendet 

Zur Messung von Brenzcatechin wird eine Gold-, Kohle- oder Platinelelctrode, die auf ein Potential von +100 
bis 4- 400mV polarisiert ist, eingesetzt. 
65 Gegebenenfalls ist die Elektrode zur Anzeige des gebiideten Brenzcatechins mit einer semipermeablen 
Membran bedeckL 

ErfindungsgemaB ist ebenfalls eine sauerstoff anzeigende Membranelektrode vomClark-Typ zur Anzeige des 
02-Verbrauchs bei der NADH- oder NADPH-Umsetzung durch Salicyladiydroxyiase geeignet 
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Zur Bestimmung reduzierter Analyte, wie Alkohoi, Glucose, Glucose-6-phosphat, Lactat, Mannitol, Sorbitol, 
Glycerin, Malat, Weinsaure, Glutamat und Aminosauren, wie AJanin, Phenylalanin und Leucin wird vorzugswei- 
se eine 0,1 bis 5 mM salicylsaurehaltige MeBlosung eingesetzt, der 0,01 bis 5 mM NAD + bzw. NADP+ zugesetzt 
werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich 03 bis 5 mM Semikarbazid zugesetzt 
Zur Bestimmung oxidierter Analyte, wie Pyruvat wird vorzugsweise eine 0,1 bis 5 mM salicylsaurehaltige 
MeBlosung eingesetzt, der 0,1 bis 10 mM NADH bzw. NADPH zugesetzt werden. 

Die Kaiibrierung der Analytbestimmung bei Verwendung der Dehydrogenasen in geloster Form wird entwe- 
der mit einer Bezugslosung des jeweiligen Analyten, einer NADH- bzw. NADPH-Bezugslosung oder einer 
Glucosedehydrogenase-haltige GIucose-Bezugslosung durchgefuhrt, wobei vor der Kaiibrierung mit der analyt- 
oder glucosehaltigen Bezugslosung eine Vorinkubation von 10 bis 60 min zur vollstandigen Substratumsetzung 
erfolgt 

Fin besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, dafi das teure Cosubstrat NADP + 
nicht im OberschuB zugesetzt werden muB, da es in der zweiten Reaktion regeneriert wird Statt dessen wird die 
billige Substanz Salicylsaure im OberscbuB zugesetzt, urn die Gesamtreaktion anzutreiben. 

Bei Immobilisierung der Enzyme in einer Matrix, die NAD(P) + speichert, z. B. Gelatine oder Polyurethan, 
reichen sehr geringe NADP + -Konzentrationen (0,02—0,05 mM) in der MeBlosung aus, um maximale Signalam- 
plituden zu erhalten. Eine Probenvorbehandlung (Filterung) ist im Gegensatz zum Verfahren des Standes der 
Technikauch bei truben MeBlosungen nicht notig. & 

Die Konzentrauonsbestimmung ist wesentlich kostengunstiger und schneller zu verwirklichen. So reichen 
einschliefilich Kaiibrierung in der Regel 5 Minuten fur eine Messung aus. 

Der erfindungsgemaB vorzugsweise eingesetzte Sensor zur enzymatisch-elektrochemischen Besti mmun g von 
Substraten NAD + und NAD(P) + abhangiger Dehydrogenasen ist gekennzeichnet durch eine Brenzcatechin- 
oder sauerstoffanzeigende Membranelektrode, wobei die Membran zwei Enzyme (Salicylathydroxylase und 
eine Dehydrogenase) enthalt die auf einer gaspermeablen Membran oder einer semipermeablen Schicht fixiert 
sind. 

Die Enzyme werden bevorzugt in einer Beladung von 03—5 U/cm 2 , vorzugsweise 1 bis 1,5 U/cm 2 eingesetzt. 

Trotz der sehr niedrigen Beladung des Sensors mit Salicylathydroxylase (etwa 1 U/cm 2 ), ist die Empfindlich- 
keit fur Salicylat innerhalb von ca. 1 Woche nahezu konstant 

Bevorzugt wird das erfindungsgemaBe Verfahren und der Sensor zur Bestimmung von L-Malat (L-Apfelsau- 
re) und zur Messung von Sorbitol in pharmazeutischen Produkten eingesetzt 

L-Malat ist neben Citronensaure die mengenmaBig wichtigste Saure in Fruchten. Wegen ihrer besonderen 
geschmacklichen Eigenschaften wird sie Fruchtsaftgetranken, Marmeladen, SuBigkeiten usw. zugesetzt In der 
Weinbereitung ist die Konzentration dieser Saure ein MaB fur den Reifungsvorgang. Bei diesem wird mit 
zunehmender Lagerzeit immer mehr Weinsaure zu Apfelsaure und anderen Sauren umgesetzt 

Der Nachweis und die quantitative Bestimmung von L-Malat spielt eine RoUe in der Lebensmittelanalytik, bei 
der Qualitatskontrolle von frischen Fruchten, Fruchtsaften, Marmeladen, bei der Weinherstellung und bei der 
Herstellung vieler Garungsprodukte (z. B. Soja-Sauce). 

Ein schnelles und kostengunstiges Verfahren stent bisher nicht zur Verfiigmig. 

Die Erfindung ermdglicht die empfindliche, schnelle und preiswerte Bestimmung von L-Malat mit einer 
Enzymelektrode, unter Verwendung der beiden Enzyme Malatenzym und Salicylathydroxylase und der Cosub- 
strate NADP + und Salicylsaure. Dabei Iaufen folgende Reakdonen ab: 

L-Malat + NADP+ « NADPH + H+ + Pyruvat + C0 2 (1) 

NADPH + Salicylsaure + 0 2 =NADP + + Brenzcatechin + C0 2 + H 2 0 (2) 

Pro Mol L-Malat wird ein Mol Sauerstoff verbraucht und ein Mol Brenzkatechin erzeugt Die Anzeige der 
L-Malat- Konzentration unter Verwendung einer Elektrode ist damit auf zwei Wegen moglich: Mittels einer 
einfachen Clark-O^Elektrode oder mittels einer auf + 0,2V bis + 0,4V polarisierten Platin- oder Goldelektrode. 
In beiden Fallen ist der gemessene Strom proportional zur L-Malat- Konzentration. Als MeBlosung dient ein 
luftgesattigter Phosphat- oder Tris-Puffer vom pH =7—8. Zusatzlich enthalt dieser Magnesiumchlorid in einer 
Konzentration von 1 —2 mM und Salicylsaure in einer Konzentration von 1—5 mM. Das Cosubstrat NADP + 
wird in einer Konzentration von 0,02—0,5 mM eingesetzt je nachdem, ob die Enzyme in immobilisierter oder 
loslicher Form eingesetzt werden. Beide Enzyme werden bevorzugt in einer Konzentration von 1 —5 U/ml (in 
loslicher Form), bzw. einer Beladung von 1—5 /cm 2 (bei Immobilisierung in einer Membran) verwendet Bei 
Immobilisierung der Enzyme werden diese nicht verbraucht 

Der besondere Vorteil bei dieser Bestimmungsmethode besteht darin, daB das teure Cosubstrat NADP + nicht 
im OberschuB zugesetzt werden muB, da es in der zweiten Reaktion regeneriert wind. Statt dessen wird die 
billige Substanz Salicylsaure im OberschuB zugesetzt, um die Gesamtreaktion anzutreiben. Bei Immobilisierung 
der Enzyme in einer Matrix, die NADP + speichert, z, B. Gelatine, reichen sehr geringe N ADP + -Konzentratio- 
nen (0,02—0,05 mM) in der MeBlosung aus, um maximale Signalampiituden zu erhalten. Eine Probenvorbehand- 
lung (Filterung) auch bei truben MeBlosungen ist nicht notwendig. 

Die Konzentrauonsbestimmung von L-Apf elsaure ist damit ausgesprochen kostengunstig. 

Die Messung von Sorbitol, und anderer Alkohole, wie Mannitol, Glycerol, lauft nach folgendem Reaktions- 
schemaab: 

Analytumsetzung durch die Dehydrogenase 
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R-OH + KAD(P)"*" BgagasaggBaag > . R=0 + NAD(P)H + 

Anzeigereaktion mittels Salicyiatfaydroxylase 

NAD(P)H + 0 2 > NAD(F)"" + H 2 Q 

+ Salizylsaure + Brenzcatechin 

Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert werden, die sie jedoch nicht 
darauf beschranken sofien. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Beispiell 

Bestimmung von L-Malat in Losung 

Als Enzym-Stainmldsung wurden 30 U (10 mg Protein) Salicjdathydroxylase und 30 U (1,5 mg Protein) 
Malatenzym in 1 ml 0,07 M Soerensen-Phosphatpuff er (pH 7,4) gelost Als MeBpuff er wurde 0,07 M Soerensen- 
Phosphatpuffer (pH 7,4) mit Magnesiumchlorid (Endkoiizentration 1,5 mM), Salicylsaure (Endkonzentration 3 
mM) und NADP + (Endkonzentration 0,5 mM) versetzt 5 ul einer Fruchtsaftprobe (L-Malat-Konzentration = 
30 mM) und 945 ul Iuftgesattigter MeBpuffer werden in eine geruhrte, elektrochemische MeBzelle von 13 ml 
Volumen pipettiert, in die eine auf +0,4 V polarisierte Platinelektrode und eine Sttber/SilbercMorid-Referenz- 
elektrode eintauchen. Der nun gemessene Strom steflt die Basislinie der Messung dar. 50 ul Enzym-Stamnildsung 
werden binzugegeben und nach einer Reaktionszeit von 5 Minuten der infolge der Brenzcatechinbildung ange- 
stiegene Strom an der Platinelektrode gemessen. Die Differenz aus diesem und dem Basisstrom stellt das 
MeBsignal dar. Mittels einer Eichkurve wird die in der Probe enthaltene L-Malat-Konzentration berechnet 

Beisplel2 

Sensor zur Malatbestimmung 

3 U Salicyiathydroxylase (1 mg Protein) und 3 U Malatenzym (0,15 mg Protein) werden in bekannter Weise in 
einer Gelatineschicht von 1 cm 2 Flache fbriert. Nach dem Trocknen der etwa 30 um dicken Schicbt wird ein 2mm 
• 2mm grofies Stuck dieser Schicht zwischen einer Folic aus Polyethylen und einer Zellulosemembran (Dicke 
15 jun, PorenausschluBgrenze 20.000 Dalton) in bekannter Weise vor eine Clark-Sauerstoffelektrode fbriert. 
Dieser Sensor wird in eine auf 25°C temperierte geruhrte elektrochemische MeBzelle von 3 ml Volumen 
40 eingefuhrt und an einen Potentiostaten angeschlossen. 

Als MeBlosung dient 0,07 M Soerensen-Phosphatpuffer (pH 7,4) mit Magnesiumchlorid (Endkonzentration 1,5 
mM), Salicylsaure (Endkonzentration 1 mM) und NADP+ (Endkonzentration 0,02 mM). 2,475 ml dieser MeBlo- 
sung werden in die MeBzelle pipettiert. Der sich einsteuende Grundstrom stellt die Basislinie der Messung dar, 
der einer L-Malat-freien, luftgesattigten Losung entspricht Durch die stufenweise Zugabe von L-Malat, aus 
45 einer Stammlosung der Konzentration 50 mM, wird eine Eichkurve aufgenommen. Der gemessene Strom, der 
ca. 90 s nach Zugabe der Probe konstant ist, spiegelt den O^Verbrauich in der Enzymschicht wider und 
verringert sich mit jeder Zugabe von Malat Das MeBsignal ist die Differenz zwischen dem Grundstrom und dem 
konstanten Strom nach der Probenzugabe. Dieses Signal ist innerhalb eines Konzentrationsbereichs von 2 pM 
bis 1 mM proportional zur L-Malatkonzentration in der MeBzelle. 
50 Zur Konzentrationsbestinunung in einer unbekannten Probe wird eine geeignete Probenmenge (z. B. 5 uJ 
eines Fruchtsaftes mit 30 mM L-Malat) eingesetzt, so daB sich das MeBsignal innerhalb des linearen Bereichs 
befindet. . 

Zur Blindwert- bzw. Nuflwertbestiniinung wird eine MeBlosung wie oben beschrieben, allerdings ohne 
NADP + -Zusatz, in der gleichen Weise eingesetzt 

Aus der Differenz zwischen Blindwert und MeBsignal wird mittels der Eichkurve die tatsachliche Konzentra- 
tion berechnet 
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Bi-Enzymelektrode zur Messung von Sorbitol in pharmazeutischen Produkten 

MeBapparatur 

Die Messungen wurden in einer auf 25° C temperierten MeBstelle aus Acrylglas mit einem Volumen von 1 ml 
65 durchgefuhrt Die Enzymelektrode besteht aus der Mikrostabelektrode der Firma Elbau Berlin mit einer 
Platin-Indikatorelektrode von 0,5 mm Durchmesser und integrierter Ag/AgO-Gegenelektrode. Zur Gewahrung 
der elektrischen Leitfahigkeit wird ein Elektrolytgei benutzt. Auf die Stimflache der Elektrode wird der aus zwei 
Ringen bestehende Membranhalter (BST Bio Sensor Technologie GmbH Berlin) aufgebracht und die in dieser 
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Weise praparierte Enzymelektrode mit einer Oberwurfmutter in den borizontalen Sensorkanal der MeBzelie 
eingebracht. Das Elektrodenkabel wird an den MeBverstarker Glukometer GKM (ZWG Berlin) mit einer 
Polarisationsspannung von — 600 mV angeschlossen und die Stromsignale auf einem XY-Schreiber ausgewertet 

Herstellung der Enzyramembran 5 

Salicyiathydroxyiase und Sorbitoldehydrogenase werden gemeinsam in Polyurethan auf einer Dialysemem- 
bran aus Zellulose fixiert Die Enzyme sind kommerzielle Produkte der Firma SIGMA/SL Louis, USA. Sie hatten 
nach den Angaben des Herstellers eine spezifische Aktivitat von 1,2 U/mg Salicyiathydroxyiase und 50 U/mg 
Sorbitoldehydrogenase. Jede Enzymmembran besitzt eine kreisrunde. Flache von 2— 3 mm Durchmesser, auf 10 
der sich die Enzyme mit einer Aktivitat von etwa 0,05 U Salicylatdehydroxylase und 2 U Sorbitoldehydrogenase 
befinden. Die enzymbeladene Seite der Zellulosemembran wird mit einer Polypropylenfolie (Dicke 5 um) 
abgedeckt und gemeinsam zwischen die Spannringe des Membranhalters gespannt. 

MeBlosungen 15 

Trispuff er von pH 9, der vor der Messung mit Luft gesattigt wird, dient ais Grundldsung. Fur die Messung von 
Sorbitol enthait diese Grundldsung 5 mM Salicylsaure und 2 mM NAD 4 ". 

Die Kalibrierung erfolgt mit Bezugsldsungen von Sorbitol. Um die Funktion jedes Enzymes getrennt zu 
charakterisieren, werden Eichkurven fur Salicylsaure, NAD + und NADP + aufgenommen. Sowohl bei der 20 
Eichung als auch bei der Messung werden jeweils 10 p.1 Proben zu 1 ml Vorlage in der MeBzelie zugegeben. 
Nach EinsteUung des MeBwertes wjrd die MeBzelie mit der Grundldsung zweimal gespult und danach die 
EinsteUung des Grundstroms abgewartet 

Ergebnisse 25 

Die Zugabe der Substrate Salicylat und Sorbitol bzw. der Cosbstrate NADH und NADPH fuhrt zu einem 
Sauerstoffverbrauch der Bi-Enzymelektrode entsprechend dem Reaktionsschema. Die Messung von Salicylat 
besitzt bei pH 7,5 die groBte Empfindlichkeit, was mit dem pH-Optimum der Salicyiathydroxyiase ubereins- 
timmt. Entsprechend der Reaktionsgleichung der Sorbitolumsetzung nimmt die Empfindlichkeit der Bi-Enzym- 
elektrode fur Sorbtol mit steigendem pH-Wert zu. Dieses Verhalten ergibt sich durch die Oberlappung der pH 
Abhangigkeiten des Gleichgewichts der Sorbitolumsetzung und der Enzymaktivitat der Salicyiathydroxyiase. 
Die Untersuchungen zur Messung von Sorbitol werden bei einem pH-Wert von 9 durchgefuhrt Bei einem 
Oberschufi der erfordeiiichen Coreaktanden erstreckt sich der lineare MeBbereich fur Salicylat bis 400 uM (in 
Gegenwart von 2 mM NADH, fur NADH bzw. NADPH bis 800 jiM und fur Sorbitol bis 1.000 KJLM in der 35 
MeBzelie. Die Anstiege der linearen Bereiche der Eichkurve zeigen folgende relative Empfindlichkeiten Sorbitol 
90%, Salicylat 100%, NADH 50%, NADPH 40%. Diese Abstufung spiegelt die Permeabilitat der Enzymschicht 
fur die jeweilige MeBsubstanz wider, wie die Parallelitat zur Molmasse zeigt. An der hohen Empfindlichkeit der 
Sorbitoimessung ist auch die Regenerierung des NAD + in der Salicylathydroxyiase-Reaktion beteiligt. 

Die Messung von Sorbitol besitzt eine untere Nachweisgrenze von 10 p.M, die vor allem durch das Rauschen 40 
der Gnmdlinie bei der Sauerstoffmessung bedingt ist Fur das Erreichen des stationaren MeBwertes sind 40 sec. 
erforderlich, ein kompletter MeBzyklus dauert 2 min. Damit ist ein Probendurchsatz von 30 Messungen pro 
Stunde moglich. Der Variationskoefnzient fur eine Serie von 20 identischen Sorbitolproben in 0,5 mM wurde mit 
2,7% ennhtelt 

Trotz der sehr niedrigen Beladung des Sensors mit Salicyiathydroxyiase (etwa 1 U/cm 2 ), ist die Empfindlich- 45 
keit fur Salicylat und die Cosubstrate NADH bzw. NADPH innerhalb von 5 MeBtagen nahezu konstant Die 
geringfugige Erhohung des MeBsignals gegenuber dem Zustand nach der Sensorpraparation ist ein von anderen 
Sensoren bekannter Effekt, der durch mechanische Veranderungen der Enzymschicht hervorgeruf en werden. 

Die Eignung des Substratsensors wurde bei der Untersuchung folgender Apothekenprodukten nachgewiesen: 

50 

Vidisic®, Tranenersatzflussigkeit 
Defarin®, Kautabiette Rennie® 
Intacta® Hustenmischung 

Nach Auflosen definierter Probemengen im MeBpuffer erfolgte die Sorbitolmessung mit der Bi-Enzymelek- 
trode und die Konzentrationsermittiung uber eine Eichkurve fur Sorbitol Die mit der Bi-Enymelektrode 55 
bestimmten Werte lagen innerhalb von 97 bis 103% der von den Herstellern angegebenen Gehalte. 

Die neu entwickelte Bestimmung von Sorbitol besitzt gegenuber der im DAB 1996 vorgeschriebenen Titra- 
tion mit Perjodat und Arsenit nach Malaprade (]D AB 9, BdL I, S. 524) wesentliche Vorteile: 

— die MeBprozedur ist einfach, 60 

— einschlieBHch der Kalibrierung erfordert eine Messung nur 5 mm, 

— die Verwendung des toxischen Arsenits entf allt, 

— das gleiche Sensorprinzip kann auf andere fur das Apothekenwesen wichtige Analyte, z. B. Mannitol, 
Glycerol, Glukose, aber auch Acetylsalicyisaure, erweitert werden. 



Die Bes timmung der NAD(P)H-Konzentration mit Hilfe einer solchen MeBapparatur stellt vor allem fur den 
dezentralen Einsatz eine gunstige Alternative zu der etablierten Methode zur Bestimmung von Subsanzen mit 
Aflcohol- oder Aldehydgruppen dar. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur enzymatisch-elektrochemischen Bestimmung von Substraten NAD + — und NAD(P) + 
aiihangigerDehydrogenasei^dadorchgekeniizeidiiae^daB ' 

em Analyt mit einer Dehydrogenase in Gegenwart von Salicylathydroxyiase umgesetzt wird und die 
Bildung Oder der Verbrauch von NADH oder NADPH als ein quantitatives Stromsignal bei medngem 
Potential an einer Elektrode oder mit einer aark-CV Elektrode angezeigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die anafytumsetzende Dehydrogenase und die 
Salicylathydroxyiase in geloster Form der MeBlosung zugesetzt werden. 

3 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die analytumsetzende Dehydrogenase und/ 
oder die Salicylathydroxyiase in einer oder mehreren dunnen Schichten vor der Elektrode angebracht 
werden. 

4 Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB als Elektrode eine Gold-, 
Kohle- oder Platinelektrode, die auf ein Potential von + 100 bis + 400 mV polarisiert ist, emgesetzt wird. 

5 Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB erne sauerstoffanzeigende 
Membranelektrode vom Clark-Typ zur Anzeige des 02-Verbrauchs bei der NADH- oder NADPH-Umset- 
zung durch SaHcylathydroxylase eingesetzt wircL 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Elektrode mit einer semipermeablen 
Membran zur Anzeige des gebUdeten Brenzcatechins bedeckt ist 

7 Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB zur Bestimmung reduzierter 
Analyte, wie Alkohol Glucose, Glucose-6-phosphat Lactat Mannitot Sorbitol, Glycerin, Malat Weinsaure, 
Glutamat und Aminosauren, wie Alanin, Phenylalanin und Leucin, eine 0,1 bis 5 mM saKcylsaurehaltige 
MeBlosung eingesetzt wird, der 0,01 bis5mM NAD H " bzw.NADP* zugesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet daB zusatzlich 03 bis 5 mM Seimkarbazid zugesetzt 
wird.' 

9. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB zur Bestuumung oxicKerter 
Analyte, wie Pyruvat eine 0,1 bis 5 mM saticylsaurehaltige MeBlosung eingesetzt wird, der 0,1 bis 10 mM 
NADH bzw. NADPH zugesetzt werden. . 

10. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet daB zur Kafibnerung der Analytbestmunung 
bei Verwendung der Dehydrogenasen in geloster Form entweder eine Bezugslosung des jeweihgen Analy- 
ten, eine NADH- bzw. NADPH-Bezugsldsung oder eine Glucosedehydrogenase-haldge Glucose-Bezugslo- 
sung benutzt wird, wobei vor der Kalibrierung mit der analyt- oder glucosehaltigen Bezugslosung erne 
Vorinkubation von 10 bis 60 min zur voflstandigen Substratumsetzung erfolgt . wx+ 

11 Sensor zur enzymatisch-elektrochemischen Bestimmung von Substraten NAD" 1 "- und NAD(P) abnan- 
giger Dehydrogenasen, gekennzeichnet durch eine Brenzcatechin- oder sauerstoffanzeigende Membran- 
elektrode, wobei die Membran SaHcylathydroxylase und eine Dehydrogenase in einer Matrix, die gegebe- 
nenfalls NADP 4 * speichert, enthalt ^ , . . , . 

12. Sensor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet daB die Membran zusatzlich erne semipermeable 
Schicht enthalt . " ' 0 _ 

13. Sensor nach Anspruch 1 1 und 12, dadurch gekennzeichnet daB die Enzyme in emer Belastung von 0,8-5 
U/cm 2 , vorzugsweise 1 bis 1,5 U/cm 2 fixiert sind 
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